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論文内容要旨
 【研究目的1
 perforin,granzymeBを介したNK細胞による子宮内膜のgranule-mediatedapoptosisがヒ
 ト正常子宮内膜の周期的変化にいかに関与しているかを明らかにする。
 【対象】
 東北大学附属病院において手術により摘出された子宮筋腫および子宮頚部異形成,子宮頚部上
 皮内癌の計99例の子宮より得た正常子宮内膜を対象とした。対象の期別内訳は増殖期初期15例,
 増殖期中期19例,増殖期後期7例,分泌期初期13例,分泌期中期19例,分泌期後期18例,月
 経期8例である。ホルモン剤,Gn-RHanalogueを使用中の症例は本研究から除外した。尚,
 摘出標本を診断,治療において支障を来さない範囲で本研究に使用することに関して十分なイン
 フォームドコンセントを行っていることをここに明記しておく。
 【研究方法】
 パラフィン包埋標本に対する免疫組織化学染色により,各期の子宮内膜機能層間質における
 CD56,perforin,granzymeBおよび子宮内膜腺上皮細胞におけるcaspase-3の発現を観察した。
 分泌期後期子宮内膜より得られた標本に対してはCD56とperforinの二重免疫組織化学染色も
 行った。また,TdT-mediateddUTP-biotinnickendlabeling(TUNEL)法にて子宮内膜腺上
 皮細胞のapoptosisを検出した。
 各期の子宮内膜機能層を光学顕微鏡(400倍)で3視野観察し,子宮内膜間質におけるCD56,
 perforin,granzymeBの染色陽性細胞数の平均値を算出しLabelingIndex(CD56L.L,pL.L,
 grBL.1.)とした。また,子宮内膜腺上皮細胞のapoptosisとcaspase-3の発現に関しては,各
 期の子宮内膜腺を光学顕微鏡(400倍)で観察し,腺管5個における総腺上皮細胞中の染色陽性
 細胞数を計測後,下記の式に基きそれぞれApopto七icIndex(A.L),caspase-31abelingindex
 (caspse-3L.L)を算出した。
 A.L,caspase-3L.L=(染色陽性細胞数/5個の内膜腺の総上皮細胞数)×1,000
 各期におけるL.工.およびA.1.に関する統計学的解析にはKruskaユーWallistestとScheffe'sF
 testを用いp<0.05を統計学的有意差有りとした。また,CD56LしとpL.1.,CD56L.しとgrB
 L.L,pL.しとgrBLL,およびcaspase-3L.1.とA.しの回帰分析を行った。
 この99例とは別の分泌期後期子宮内膜新鮮手術標本から作製したエポン樹脂ブロックより薄
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 切切片を作製し,電子顕微鏡にて子宮内膜機能層を観察した。更に同一標本の4%periodate,
 1ysin,paraformaldehyde(PLP)液固定後凍結標本に対して酵素抗体法によるpreembedding
 免疫電顕を行い,超微形態学的にperforinの局在を観察した。
 【結果】
 1.免疫組織化学染色,TUNEL法
 CD56,perforin,granzymeB陽性細胞は子宮内膜機能層間質に認められた。これらの細胞
 は分泌期になると有意に増加し始め分泌期後期にそのピークを迎えた。また月経期にはこれらの
 細胞は減少し始めていることが明らかとなった。二重免疫組織化学染色により,CD56と
 perforinは同一細胞に発現することが明らかとなった。CD56LしとpL.L,CD56L.しとgrB
 L.しの回帰分析では,両者とも高い正の相関が認められた。更にpL工とgrBL.1.との間にも
 高い正の相関が認められた。腺上皮細胞中のcaspase-3の発現は細胞質内に認められ,発現陽性
 細胞数は分泌期後期になると有意に増加しピークを迎えた。腺上皮細胞中のTUNEL陽性細胞は
 分泌期中期から有意に増加し始め,月経期にそのピークを迎えた。また,caspase-3L.しとA.1.
 の間にも高い正の相関が認められた。
 2.電子顕微鏡,preembedding免疫電顕
 分泌期後期子宮内膜ではクロマチンが豊富な分葉状の核と細胞質内顆粒を有する小型で類円形
 のNK細胞が子宮内膜腺上皮細胞に突起を伸ばしce11-to-cellcontactを形成する像が認められ
 た。この細胞質内顆粒は抗perforin抗体を用いた免疫電顕で染色陽性が確認された。更に,子
 宮内膜腺上皮細胞においては核クロマチンが辺縁に凝集し,細胞質内小器官を失い,apoptotic
 bodyを形成しながら近隣の腺上皮細胞との結合を失いっっある像が認められた。
 【結論】
 1.分泌期後期に子宮内膜間質に急増するperforin,granzymeB陽性細胞はCD56陽性NK細
 胞であることが明らかとなった。
 2.perforin,granzymeBを発現するCD56陽性NK細胞により誘導される子宮内膜腺上皮細
 胞のgaranule-mediatedapoptosisが月経発来に深く関与している可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 本研究はperforin,granzymeBを介したNK細胞による子宮内膜のgranule-mediated
 apoptosisがヒト正常子宮内膜の周期的変化にいかに関与しているかを明らかにした研究である。
 東北大学附属病院において手術により摘出された子宮筋腫および子宮頚部異形成,子宮頚部上
 皮内癌の計99例の子宮より得た正常子宮内膜を対象としている。対象の期別内訳は増殖期初期
 15例,増殖期中期19例,増殖期後期7例,分泌期初期13例,分泌期中期19例,分泌期後期18
 例,月経期8例である。摘出標本を診断,治療において支障を来さない範囲で本研究に使用する
 ことに関して十分なインフォームドコンセントのもとにおこなわれている。
 研究方法はパラフィン包埋標本に対する免疫組織化学染色により,各期の子宮内膜機能層間質
 におけるCD56,perforin,granzymeBおよび子宮内膜腺上皮細胞におけるcaspase-3の発現
 を観察している。さらに分泌期内膜に関し,免疫電顕にても観察を行っている。
 その結果,分泌期後期に子宮内膜間質に急増するperforin,granzymeB陽性細胞はCD56陽
 性NK細胞であることが明らかとされ,さらにはperforin,granzymeBを発現するCD56陽性
 NK細胞により誘導される子宮内膜腺上皮細胞のgaranule-mediatedapoptosisが月経発来に深
 く関与している可能性が示唆された。
 以上より,本研究は博士論文として十分な内容であることを認める。
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